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【要旨】　ラット大腿骨骨折モデルで変動電磁場刺激（PEMF）及び低出力超音波パルス照射（LIPUS）が骨
折治癒に与える影響をX線学、免疫組織学、分子生物学的に検討した。12週～14週齢のSprague－Dawley
（SD）ラット74匹を用い、　PEMF群、　LIPUS群、刺激を与えないcontrol群として、術後2日、1週、2週、
3週目で抗Core　Binding　Factorα1（Cbfa－1）抗体、抗Connective　Tissue　Growth　Factor（CTGF）抗体を用
いた免疫染色を施行した。Cbfa－1はPEMF，　LIPUS両群で術後2日に優位な発現を認め、1週前で持続した。
CTGFは1週目をピークにPEMF、　LIPUS両群に著明な発現を認めた。　PEMFとLIPUS処置による骨折治
癒過程促進の機序として、Cbfa－1・CTGFの発現が未分化な細胞に作用することにより、軟骨様細胞の出現
を早めさせたと考えられた。
はじめに
　電気刺激は骨組織の修復を促進することが知られ
ており、臨床的に偽関節や遷延治癒骨折に対し広く応
用されている。当教室の藤江ら1）は、ラット大腿骨骨
折モデルを用いて、変動電磁場刺激（PEMF）及び低
出力超音波パルス照射（LIPUS）の骨折治癒に与える
影響を検討し、骨折治癒過程を促進させる機構とし
て、軟骨様細胞の発現を早めたことが一因であると考
えた。
　Cbfa－1は骨芽細胞の分化に必須の因子であること
が知られており、またCTGFは肥大軟骨細胞より産
生される成長因子である。今回我々は、変動電磁場刺
激及び超音波パルス照射が及ぼす影響を、抗Cbfa－1
抗体・抗CTGF抗体を用いて検討した。免疫染色法を
用い、骨折治癒過程でCbfa－1・CTGFの消長が、未分
化な細胞や骨芽細胞に作用することにより、軟骨細胞
への分化を早めたと考えられる過程を詳細に比較検
討した。
研究材料および方法
　1）材料
　生後12週～14週齢のSDラット74匹を用い、　Ein－
horn・藤江らの方法1）2）に準じ骨折を作成した。術後は
ギプス固定を施行した。術直後より変動電磁場を与え
たPEMF群、超音波パルス照射を与えたLIPUS群、
刺激を与えなかったものをコントロール群（CO群）
とした。
　2）変動電磁場刺激装置・低出力超音波パルス照射
　　　装置
　変動電磁場刺激装置はサテリット社製、RIKEN
PuLsE　MAGNETIc　sTIMuLAToRを用い（Fig．
1（a））、DNA合成能を促進する至適条件である磁場強
度1．O　Gauss、周波数10　Hz、パルス幅25μsecにして、
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1日8時間刺激を行った3）4）。低出力超音波パルス照射
は帝人社製のsAFHs　2㎜を用い（Fig．1（b））、周波
数1．5MHz、繰り返し周波数1．O　kHz、バースト幅200
μsec、照射出力30　mW／cm2、1日20分間照射した。
　3）組織化学的・免疫組織化学的検討
　4％パラホルムアルデヒド液にてラットを潅流固定
した後、10％EDTA液で脱灰した。パラフィン包埋後、
4μmの連続切片を作成し、脱パラフィン後、ABC法
に準じた以下の免疫染色を行った。
　　1次抗体には抗Cbfa－1抗体、抗CTGF抗体を使
用し、4℃で一昼夜反応させた。次いでビオチン結合性
抗ヤギIgG、ストレプトアビジン結合性ペルオキシ
ダーゼと反応させ、DAB発色、ヘマトキシリンで核染
色後、鏡検した。
実験結果
　組織学的・組織化学的・免疫組織学的所見
　1）　Cbfa－1の発現について
　術後2日目ではCO群に比しPEMF、　LIPUS両群
で、骨折部周囲の幼弱な細胞に有意なCbfa－1の発現
を認めた。CO群にはCbfa－1の発現は認められなかっ
た（Fig，2）。術後1週目ではPEMF、　LIPus両群にお
いて骨折部周囲の軟骨様細胞のCbfa－1の発現を認め
たがco群には認められなかった（Fig．3）。術後2週
目では1週目同様、PEMF群、　LIPUS両三で強い陽性
像を示し、その発現はLIpus群で更に増強していた。
Fig．　1　（a）
Fig．　1　（b）
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Fig．　2　Cbfa－1　at　two　days　after　operationCbfa－1　appeared　intensely　differentiated，　and　round　clearly－defined　cells　and　hypertro－
　　　phic　periosteum　cells　were　seen　in　the　PEMF　and　LIPUS　group　at　two　days　after　operation，　but　Cbfa－1　did　not　appear
　　　in　the　control　group．
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Fig．3　Cbfa－1　at　one　week　after　operation　Cbfa－1　appeared　intensely　in　round　cells　in　the　PEMF　and　LIPUS　group　at　one　week
　　　after　operatlon．
　　　　　　　　　Control　PEMF　LIPUS
Fig．　4　CTGF　at　one　week　after　operation　CTGF　appeared　intensely　in　round　cells　in　the　PEMF　and　LIPUS　group　at　one　week
　　　after　operation．
術後3週ではPEMF群、　LIPUS群ともにやや低下し、
3群問の差は明らかではなくなった。
　2）CTGFの発現について
　術後2日目でPEMF、　LIPUS両三にて、骨折部周囲
の幼弱な円形の細胞・肥大した骨膜細胞に発現を認め
たがCO群には発現を認めなかった。術後1週目では
PEMF群、　LIPUS群にて軟骨様細胞に強い発現を認
め、その発現はLIpus群でより著明であった（Fig．
4）。術後2週目では各回とも軟骨様細胞にCTGFの発
現を認めたが3三間に明らかな差異は認められな
かった。術後3週目では3磯間の差異は更に減じてい
た（Fig．5）。
　　　　　　　　　考　　　察
　電磁場刺激や超音波刺激は未分化間葉系細胞や骨
芽細胞等に作用し、各種成長因子の発現を惹起し細胞
の分化・増殖を促進すると考えられているが5）6）7）8）、そ
の作用機序は明らかでない。特に分子、細胞レベルで
の作用機序は近年培養系の検討もなされているが不
明な点が多い7）。
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CTGF　at　two　weeks　after　operation．
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　一・方、超音波照射は以前より診断、治療などに用い
られている。近年、欧米で骨折治療への応用例の臨床
成績が報告され、新鮮骨折における治療期間の短縮や
偽関節に対してもその効果が明らかである9）10）。しか
し、効果の理論は未解明の部分が多い。
　電磁場及び超音波照射を骨折部に加えた際の骨組
織は、X線撮影を行うと術後2日目、1週目で全群に
骨膜の肥厚を認めたが、その大きさ、範囲に差は認め
られていない。しかしながら、組織化学的には炎症細
胞浸潤、軟骨様細胞の増加が認められている。術後2
週目では、PEMF、　HPUS両群でCO群に比して仮骨
面積が増大し、皮質骨梁の移行も進行している。3週で
は各群ともに骨癒合は完成し各群問に差は認められ
ていない1）。Dual　energy　X－ray　absorptiometry（DEXA）
法によるBone　mineral　density（BMD）計測による客
観的な評価では、PEMF、　LIPUS群とも術後1週には
20～30％の上昇を示し、CO群に比べて明らかな上昇
が認められている。以降、2週・3週とも上昇を保って
いるが、PEMF群、　LIpus群議に有意差はないことよ
り、PEMF刺激及びLIPUS照射が術直後のより未分
化な細胞に対する作用が強いことを示唆していると
考えられる1）。近年、骨折治癒過程における種々の成長
因子の役割についてはいくつかの報告11）12）13）がある
が、超音波刺激や電磁場刺激などの力学的修飾の影響
については追及されていない。
　Cbfa－1はショウジョウバエの体節形成遺伝子の中
のペアルール遺伝子の一つであるruntにホモロジー
を持つruntドメイン遺伝子ファミリーに属する転写
因子である14）。これは1型コラーゲン・オステオポン
チン遺伝子などのプロモーター領域に結合し、その転
　　　　　　　　　　　　　ロ写を促進する。Cbfa－1ノックアウトマウスでは、骨芽
細胞の分化が著明に抑制され、骨が全く形成されない
ことから、Cbfa－1が骨芽細胞の分化に必須の転写因子
であると考えられている15）。
　本実験の術後2日目でPEMF、　LIPUS両群の骨折
部周囲に未分化な円形細胞にCbfa－1の発現が認めら
れ、術後1週目・2週目では軟骨様細胞に強い発現を認
めた。これはPEMF及びLIPUS刺激が未分化な円形
細胞に作用し、Cbfa－1の発現を惹起し骨芽細胞への分
化を促進している可能性がある。
　一方、CTGFは血管内皮細胞から発現される成長因
子である16）。骨折治癒過程において、CTGFは肥大軟
骨細胞から産生され、骨側の血管内皮細胞に向けて放
出され、内軟骨性骨化の最終段階で、骨側から軟骨側
への血管の侵入を誘導すると考えられている15）。本実
験では、CO群の2日目および1週目ではCTGFの発
現は認められなかったが、PEMF群、　LIPUS群では骨
折部周囲の未分化な円形細胞、骨芽細胞および軟骨細
胞に強い発現が認められた。これはPEMF刺激、
LIPUS照射が骨折部周囲の幼弱な細胞や血管内皮細
胞へ作用し、CTGFの発現が軟骨様細胞への分化を促
進したものと考えられた（Table　l）。
　PEMF、　LIPUS刺激共に、炎症細胞期より軟骨細胞
の発現を誘導する時期において最も強く作用してい
るものと考えられた。
（4）
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Table　1　Comparison　using　Cbfa－1　and　CTGF　dye
2日 1週 2週 3週
Cbfa－1
Control
PEMF
LIPUS
　　　　十
未分化な円形細胞に発現
　　　　十
未分化な円形細胞に発現
　　　十
軟骨様細胞に発現
　　　一十1一
軟骨様細胞に発現
　　　一II一
軟骨様細胞に発現
CTGF
Control
PEMF
LIPUS
　　　十
軟骨様細胞に発現
　　　一H一
軟骨様細胞に発現
　　　一十i一
軟骨様細胞に発現
　　　十
軟骨様細胞に発現
　　　十
軟骨様細胞に発現
　　　十
軟骨様細胞に発現
結 論
　変動電磁場及び超音波パルス照射でX線学的に骨
折治癒が促進され、同時にBMDは術後早期より高値
を示すことが確認されている。
　この際に、Cbfa－1が術後2日目および1週目で、増
殖した未分化円形細胞に強く発現し、CTGFの発現と
ともに軟骨様細胞への分化が認められ、その程度は
LIPUS群でより顕著であった。
　骨折治癒過程を促進する機序として、変動電磁場刺
激及び超音波パルス照射がCbfa－1、CTGFの発現を惹
起し、未分化な細胞に作用し、軟骨様細胞の発現を促
進することが一因であると考えられた。
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The　effects　of　pulsing　electromagnetic　fields　stimulation　and
low　intensity　pulsed　ultrasound　on　fracture　healing　in　rats．
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Abstract
　　　We　examined　the　effects　of　pulsing　electromagnetic　fields　stimulation　（PEMF）　and　low　intensity　pulsed　ultrasound
（LIPUS）　on　fracture　healing　based　on　radiological，　biochemical，　histoimmunological　and　molecular　biological　findings　in　a
rat　femur　fracture　model．　The　PEMF　gi’oup，　the　LIPUS　group，　and　the　control　group　which　did　not　receive　stimulation　were
compared　using　74　Sprague－Dawley（SD）rats　aged　l2　weeks　to　l4　weeks．　Comparisons　were　made　using　the　anti－Cbfa－l
antibody　and　the　anti－CTGF　antibody，　two　days，　one　week，　two　weeks　and　three　weeks　after　the　operation．　Cbfa－1　stained
distinctly　at　two　days　in　the　PEMF　and　LIPUS　groups．　CTGF　also　stained　distinctly　at　one　and　two　weeks　in　the　PEMF
and　LIPUS　groups，　but　there　was　no　staining　third　week　after　the　operation，　The　mechanism　of　promotion　of　fracture
healing　in　the　PEMF　and　LIPUS　groups　was　thought　to　be　partly　through　the　rapid　appearance　of　cartilage　cells　by
PEMF　and　LIPUS．
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